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(57) D»e vorliegende Erfindung betrlfft einen RNA- 
Isol.erungs-Kit umfassend einen Extraktionspuffer und 
wenigstens eln Adsorptionsmitte^ wobei der Extrakti- 
onspuffer mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirk- 
same Puffers ubstanz, mindestens ein Tensi<nu^d 
gegebenenfalls Polyvinylpyrrolidon (PVP) oder Polyvi- 
nylpolypyrrol.don (PVPP) und weitere ubliche Inharts- 
stoffe wie Salze, Komplexbildner, Proteinase* 
Mercaptoethanol, Polyamine und dergleichen enthaft 
und das Adsorptionsmittel in der Lage ist, Polysaccha- 
ride zu binden. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfin- 
dung einen Extraktionspuffer und dessen Verwendunq 
zur Isolierung von RNA, umfassend mindestens eine im 
PH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersubstanz, minde- 

w Te n Sl 5 9 e 9 eben *^ Polyvinylpyrrolidon 
(PVP) oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) und weitere 
ubliche Inhaltsstoffe wie Salze, Komplexbildner Prote- 
inase^ Mercaptoethanol, Polyamine und dergleichen- 
sowie ein Verfahren zur Isolierung von RNA aus biologi- 
schem Material, vorzugsweise aus Pflanzen 
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Beschreibung 



EST? r wd,e 9 ende Erf.adung betnfft emen Ribonukleinsaure-lsolierungs-Kit, einen Extraktionspuffer fur einen 
RNA-Isol.erungs-K.t, e,n Verfahren zur Isolierung von RNA aus biologischem, vorcugsweise pflanzlichem Materia" 
. sow.e d.e Verwendung des Extraktionspuffers zur Isolierung von RNA aus biologischem Material 

[0 H°? lt D ' e ls °" e : un9 von Nuklelnsfiuren wie DNA und RNA aus pflanzlichen, tierischen Oder menschlichen Zellen 
und Zellkulturen erfo gt ,n der Rege. nach einem einheitHchen Grundmuster: .n einem ersten Schritt werden die Ze en 
lys.ert, wodurch d,e Inhaltsstoffe in Losung gebracht werden. In den nachfolgenden Schritten werden dann einze ne 

o S2^,T5rj2 " Meth0de " SUkZeSSiVS ab9etrennt ' SChlleBMCh " OCh d6r B"*"** Nuklein 

[0003] Die Abtrennung des unweigerlich in jedem Zellenlysat vorkommenden Proteinanteils ist dabei ein beson- 
dere wrchtrger Schrrft. Sie kann beispielsweise durch Schiitteln des Protein/Nukleinsaure-Gemisches mit Phenol 
und/oder ChlorofomVlsoamylalkohol-Mischungen erfolgen, was zur Abtrennung des Proteins fOhrt. Oder durch Zusate 
- T,T£* f r , Sa ' 2e T G ^ nidiniumchlorid - Guanidiniumisothiocyanat und dergletehen zum Zweck der Ausfallung 
' Tn J* 2 J m f*Y " PhaSe - AUGh durch Zusatz von *<*»—»• kann der Proteinantei. abgebaut und 

anschlieBend entfernt werden. Anschl.eBend kann durch Zusatz wahlweise von DNase Oder RNase die ieweils 
gewunschte Nukleinsaurefraktion erhalten werden. Die Trennung der Nukleinsauren kann auch durch Ultrazentrifuqa- 
t.on erfolgen Zum Schutz der Nukleinsauren vor enzymatischem Abbau wahrend der Isolierungsprozedur muB unter 
stenlen, Nuclease-freien Bedingungen gearbertet werden. 

' ^ Z Z Durc j! fUh / Un9 derarti 9 er Nukleinsaureextraktionen sind im Stand derTechnik eine Vielzahl von kommer- 

z.el.en Extrakt.ons-K.ts bekannt, we.che die fur die jeweilige Anwendung notwendigen Reagentien in standardisTrter 

IZnlng^rzipS ^ ** baSier6n "* «S 

[0005] Die klassischen Verfahren beruhen auf einem einstufigen ProzeB, in dem nach Zusatz eines meist Guanidi- 
n.umsalze enthaltenden Puffers eine Extraktion der abzutrennenden Begleitstoffe in eine organische Phase meistens 
m.t Ch oroform und Phenol, erfolgt. Die in der wassrigen Phase verbleibende Nukleinsaure kann dann durch Phase" 
separat.on abgetrennt und isoliert werden. Kommerciell erhaltliche Kits nach diesem Verfahren sind beispielsweise 
RNAprep® (Oncor Appligen), RNAble® und RNAxel® (Eurobio), und Trizol® (Life Technologies) De ' s P |elswe,se 
[0006] E.n Nachteil dieser Verfahren. neben der Verwendung grftiger und gesundheitsschadlicher Stoffe (Guanidi- 
msoth.ocyanat, Phenol, CHC. 3 ), ist vor allem, daB wasserlosliche Stoffe als Verunreinigung in der waBrSNukrein- 
saure-Losung vert.le.ben welche nachfolgend in weiteren. sehr zeitaufwendigen Reinigungsschritten ab^nnt 
werden mussen. D.eses Problem macht die Verwendung dieser Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus fflan- 
zen nahezu unmoglich, da diese meist groBe Mengen an Po.ysacchariden und ahnlichen wasser.^ 

DalTGn. 

! 0007] m ' etZ l er Zeit ha l Sfch Sin alternativer ProzeB ™™>r mehr durchgesetzt, welcher auf der selektiven Adsorb 
hon von Nukleinsauren an SHiciumdio^Sau.en oder -Rltern basjert^ierbei werden in einem mehrstufigen Verfahret 
dem Zellenlysat nache.nanderverschiedene Pufferlosungen (Lyse-, Bih*e-?Wasch- und Elutionspuffer) zugeseW una 
.m letzten Schntt dje gereinigte Nuk.einsSure vom.Fi.ter abgetrennf. Beipie.e fur kommerziel.e Kits nach dieSmS nz "p 
RNeasySTolagenr ™ A <^°- • (Amnion), HighPure RNA Isolation Kit® (BoehringeO und 
[0008] Nachteilig bei diesem Isolierungsprinzip ist die Vielzahl der verwendeten Puffer (fQnf und mehr) und Reini- 
gungsschrrtte was zu einem erh8hten Zertaufwand fuhrt. Zudem werden auch in diesen Kits meist gesundhertsschad- 
hche Guan.d.n,umsalze enthaftende Puffer verwendet Weiterhin mussen zugunsten der Reinhert der feoTerten 
Nukle.nsauren Ausbeuteverluste hingenommen werden. Gerade im Fall von pflanzlichen Proben die einen hohen 
^anN^ZlSe au h f n ' iChem L6S,iChkeitSVerhaten Wie ^"einsauren aufweis'en, treten JE^£Z£Z 

I0 ^ 9 1 ™ r A nwendun 9 en im Bereich *»r Nukleinsaureisolierung aus Pflanzen eignen sich die im Stand der Tech- 
nric bekannten Krts wenn uberhaupt, dann nur fur Zellkulturen und gangige "Hauspflanzen" wie z.B Tabak Tomate Are 
bidopsK* Gerste, welche nur wenige Sekundarstoffe aufweisen. Bei Pflanzen mit hohem Anteil ^Ttorenden 
Sekundarstoffen s.ndd.ese Methoden aufgrund der geringen erzielbaren Ausbeuten nicht einsetzbar. Zudem wfrd mrt 
den herkommhchen Methoden oftmals eine nicht funktionale RNA erhalten 

[001 0] Es besteht daher ein BedOrfnis nach einem RNA-lsolierungs-Kit, welcher in einfacher Weise die quantitative 
i^ho^ Materia '' inSbeS ° ndere - S ^ k mit angereichert^m Materia, 

[001 1 ] Weiterhin besteht ein Bedurf nis nach einem einfachen, wenige Schritte umfassenden und schnell durchzu- 
fuhrenden Verfahren zur ,solierung von RNA in hoher Reinheit, welches die erwahnten Nachteile des Standes der 
Technik uberwindet. 

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demnach, einen RNA-lsolierungs-Kit, einen Extraktionspuffer 
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nik uberwinden. verrugung zu stellen. welche die genannten Nachteile des Standes der Tech 

[0013] Zur Losung dieser Aufgaben dienen die Merkmale der unabhanaiaen SohMt™„* - ^ 

Zt\ TZT: Aus r a,tun9en sind in den iew ^» ^SSS nsprfche ' 

[0015] Die Aufgabe w.rd gelost durch einen erfindungsgemaBen RNA-lsolierunoT™ ■ r- 

puffer und wenigstens ein Adsorptionsmittel umfaGt, wobei der ExfraWonsDuS m3J£ ' ^ Extraktions - 

9 wirksame Puffersubstanz, mindestens ein Tensid und d ^ T ,ndestens e,ne ,m PH-Bereich von 7- 

• Mischen des biologischen Materials mit Extra ktionspuffer, 

• Inkubieren der Mischung bei erh6hter Temperatur 

• Abtrennen der waBrigen Phase und 

• Isolierung der darin enthaltenen gereinigten RNA nach Oblichen Methoden. 

[0018] Der erfindungsgemaBe RNA-lsolierungs-Kit besteht demnach im w«»nt.~ h 

AdsorptionsmittelundeinemdaraufabgestimmtenExtraktionsp^ wesentlrchen aus m.ndestens einem 

[0019] Uberraschenderweise konnte qefunden werden riaR ni^ht ^ 

Adsorptionsmittel, sondern die Adsorption T^^^2^ ^ RNA an einem Qeeigneten 

eigenschaften W ie die NukJeinsauren aufweise ^Z^SS^^rJTT^^ ahn ' iChe LBmm ^ 

Gewebeproben bringt. ' Wesent,,cne Vorte,le der Isolierung von RNA aus begleitstoffreichen 

[0020] Den Adsorptionsmitteln kommt daher im Gegensatz zu den aus F«rakt; n ™ * o 
bekannten Adsorptionsmitteln im wesentlichen die Aufgabe z^eZ Zu^^ TT^ derTechnik 
DerartigeSekundSrstoffesindim Fallevon Pflanzen meist Polvs«r^lr£ ^ekundarstoffe dauemaft zu adsorbieren. 
schleimartige, meist unbekannte Substanzen Polysacchande, pheno.ische Substanzen, Latex und diverse 

JSLrte^^ unfunktionaifcierte ond funk- 
sche Pofymere sowie ^^M^^^ 

Borsilikaten.Aluminiumoxiden.organischenPolvmeren unrt H^f k o * BaS,S VOn Siliciumdioxiden, 

hend genannten Adsorptionsmtoe! SJlSS^Z^ G ^ en 

B^cru^ * -e Bors.uregroppen , 

mitdenvicinalen Hydroxygruppen der 1 2-Dihvdroxwerbinri,,™ln w , : 6 Borsaure 9^Ppen der Harze 

saureester biiden. Du^diesTn MechlnlsmS 3Tn ^ pZ^T^T^^ Bor " 
Probe entfemt. polysaccharide an die Harzpartikel gebunden und aus der 

[0023] Kommerziel! emartliche Adsorptionsmittel welche im qinno , 

konnen. sind beispielsweise das Nucteon® PhytoPure®^ Har^ de^ Firms ^J^'" ^ vorteilhaft verwendet werden 
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und Salze, Komplexbildner, Proteinases Polyamine, p-Mercaptoethanol sowie weitere iibliche Zusatze 
[0026] Uberraschenderweise konnte gefunden werden, daB derartiqe erfindunosnpman« p^^^- « • 
bindung mit geeigneten Adsorptionsmitteln erstmals die Isoiierung ^^STSSS^^T^^^ 
beliebigen Pflanzenmaterial in einem deutlich vereinfachten Verfahren miVdeu fch * ^ 

- chen. Gegenuber den im Stand der Technik bekannten IsolierungsTn^hTen to TSiSS^SST 

arbeitungszeit erfordern, kann mit dem erfindungsgemaBen Kit und dem 'zuaehSrtatn wl? * S * nde n A " f " 

Stunde hochreine, fur molekularbiologische Arbeiten (bspw. OT-ref^^SSSTS^SST- ' ^ 6iner 

den. Zudem liegen die erzielbaren Ausbeuten Qberraschenderweis ^^^^J^^Z 9 ^? ^ 
an Probenmaterial (ca. 30-100 mg), als bisher erforderlich war, geameiteYwerin torn ST^Z" 9 *™ ^T" 

o fahren ermSglicht zudem die parallele Bearbeitung mehrerer P obenin otei^n ZZ erfmdun 9sgemaBe Ver- 

[0027] Von besonderem interesse ist die Erfind'ng^Bau^e i! ^SSS^ST T™*' 
hang mit pflanzlichen Geweben, aus denen die Isoiierung von funttionaTer RNA au f ShTw - **° ? Zusamme "- 
senen Ausbeuten bislang praktisch nicht moglich war funkt,ona,e '- au ' ^.nfache We,se und m,t angemes- 

besonders bevorzugt Cetyltrimethyl-ammoniumbromid (CTAB) 18 kurzkett.ger Alkylrest ,st, und 

mensetzung des Puffers. ' bezo 9en auf die Gesamtzusam- 

[0031 J ZurE ntfernungphenonscherSubstanzenenthaltderExtraktionspuffergemaBder V orlie a end P n PrfinHnn 

PVPP-Antei, im ^SZ^^ 

Gew-%, insbesondere von 0,5 bis 4 Gew,%. und besonders bevorzugt von etwa 2 Ge^I ™ °' 1 ^ 5 

[0032] Dem erfindungsgemaBen Extraktionspuffer kdnnen zur Inaktivierung von Nucleasen Komni^h.iHn^ , 
setzt werden. Geeignet sind alle Komplexbildner, die in der Lage sind z^lwer^Se^Sl^T^^: 96 " 
Oblicherweise vorkommen, zu binden. Bevorzugt wird EDTA und deren^alzT Meta,,kat,onen ' w,e s » e » Enzymen 

[0033] ^"somog'ichunderwunschtistderZusatzvonPolvaminverbinHiinnBn^i^D,^ • ^ 

midin, wobei Spermidin bevorzugt wird. Hoiyam.nverb.ndungen w.e Putresan, Spermin und Sper- 

[0034] Urn Oxidation von SH-Gruppen in Proteinen zu verhindern, kann dem erfindunqsqemaBen FrfrafcH™.™ « 
e.n Redukt.onsmittel zugesetzt werden, vorzugsweise 0-Memapto-ethanol emnaun a^«n B Ben Extrakttonspuffer 

SI dUn989emaBen ^,so,ierungs-Kits bzw. des Extraktions-puffers kann nach fol- 

Zur Isoiierung von Ribonukleinsauren aus Pflanzen- oder Pilzmatoriai wor ^n * i 

Nach derZerstorung derZe.lwande in Ob.fcherWeL. z B SKE^TE^IX^ ^ an 9ewandt: 
Trockeneis wird das Versuchsmateria. mit auf ^non^^^^^^^^JT" 01 ' 

b.ert Anschl.eBend werden ein geeignetes, nioht mit Wassermischbares organisches "SSSTjSl^^SS" 
gemisch sowie mindestens ein Losemmei oder Losemittel- 

[0036] Polysaccharide und andere Sekundfiretoffe bindendes AdsorDtion<tmrttoi u ^ - 

sind z. B. Chloroform, Methylenchlorid, Dichlormethan, "tlTu^^^^^T^'T'^ 1 

tige verzweigte und unverzweigte, gesattigte und ungesatt^gte Alkohole unddeSen bIvoZZZ T A 

SS5SST d ,soamy,a,koho ' im Verhaftnis 24:1 - Das 

[0037] Bei stark gummihaltigen Pflanzen kann der zusatzliche Zusatz einp* ninhr^,^ 

wie z.B. Amberme® XAD-2 zur Entfernung von TT™ 
dem Adsorbens aus dem Kit. Pflanzen mit hohem Gehalt an phenoli schen £22 (z B KiJer eSe SSSSS 

KCI und/oder 8en2ylch,orid be9Qnstigt - — 

P038] Ebenso kann bei stark protein haltigen Pflanzen dem Extraktionspuffer Proteinase zugesetzt werden, vor- 
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ss »*™;^ 

AwchM.nd wird die Nukldlnsaur. al *r 3S£?S!S.~ ST'"" "* <W**«- —MM. 
voo DN. S . und d«„ „o Mge „ Enzy^pu^ZLd"'™ Srt ' ^«bene„lal te Mer V.iw.ndong 

[0040] Der erfindungsgemaBe Nukleinsaure-lso!ierunas-Kit h™ rw^i ^ 

bei einer quasi unbegrenzten Vielzah! von Pflanzenspeztes Pf an^nnl K IT Extraktionspuffer konnen 
verstandiich eignen sich der erfindungsgemiB Ki fta^SSST^'^T'T W6rden - Se,bs '- 

problematischen Matenalien we Bakterienzellen und tierischen Geweben rU " 9 RNA 8US Weni S er 

22 ^Bn n ^ - vo ,egenden E.ndung und 

Anwendungsmogiichkeiten der vorliegenden Erfindung voSSn man Sich eins Vie,2a "' weiterer 

Beispiel 1: Herstellun g eines Extraktions puffere 



20 



25 



30 



Tris-HC! (pH 8) 


40 mM 


CTAB 


3% 


PVPP/PVP 


2% 


EDTA 


50 mM 


NaCI 


2M 


Sperm.din 


0,5 g/l 


p-Mercaptoethanof 


2% 



35 



40 



P5 



[0O43J Die Zugabe des p-Mercaptoethanols folgt erst nach der Autoklavierung. 
FOr die RNA-.soliemnq ^ Pffr we p hrw Pihnn ~ inrt weiterhin n^^. 
[0044] 

ChlorofomVIsoamylalkohol 24:1 (auf -20 °C gekQhlt) 
Nucleon PhytoPure Resin® der Firma Nucleon (Adsorpttonsmrttel) 
Isopropanoi (gekQhlt auf 4 °C) ' 
Ethanol, 70 % (auf -20 °C gekQhlt) 
DNase 1 (Pharmacia; 5U=1,5 Kunitz Units) 
DNase Puffer (10x): 400 mM Tris-HCI (pH 7,5), 60 mM MgCU 

SSSZS?* (2 B ' ^ Pf ' anZenSPeZieS mit h ° hem Pheno.- 2 oderLatexantei,): 
1 M KCI 

1 M Benyzlchiorid 
XAD-2 

Proteinase K 10 mg/mf 
Ailqemeine Vorsch 

^—puTr^ 

gemiscn und ,00 a, Adsorp,lo„ sm «e, zugab.n gmmL^n old « Z h p "' 9 "'"*- L °-«*™»< to,. - 
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nach Bedarf, also optional, ein zweites Mai mit 250 jil LosungsmitteJ bzw -qemisch kuiv mk^h«n „^ 

2 min bei 4°C und 13 000 upm zentrifugieren. Die gesarnrneL waBrtgen oZ^^yS^S^S 

tern Isopropanol versetzen, mindestens 5 min auf Eis inkubieren und anschlieBend bei 4»^nd ToooTom S J£ 

SSSSE ^ P6l,et ^ 13 W8SSer aUfnehmen ' 2 EnZympUffer U " d 5 * 1 ^ben Td Tmtbe™ 

[0046] AnschlieBend zwei Volumeneinheiten Isopropanol zugeben, mischen und bei 4»C und 13000 uom fur ? mi. 
zentnfugreren. Das Pellet mit 200 pi 70 %igem Ethanol versetzen. Nochmals zentrifuqie en das RNA £K ol 
trocknen lassen und schlieBlich in 50 pi Wasser Oder Puffer (TE) aufnehmen RNA-Pellet ca. 20 m,n 

gejspjele 2-9: Isolieruno von RNA a. i s Nutz- und ModeHp flan7Ary 



Beispiel 


Pflanze 


Besonderheiten 


Zugabe 


2 


Gerste 






3 


Tomate 






4 


Kartoffel 






5 


Bohne (Blatt, Wurzel) 






6 


Bohne (Kotyledonen) 


hoher Polysaccharidanteil, hoher H?n- 
tergrund 


zusatzllch Proteinase K (1 00 \i\ 1 0 
mg/ml) 


7 


Soja (Kotyledonen) 


hoher Polysaccharidanteil, hoher Hin- 
tergrund 


zusatzhch Proteinase K (1 00 u,l 10 
mg/ml) 


8 


Arabidopsis 






9 


Tabak 







Beispjele 10-16: Isolieruno von RNA aus 7ierpflanzen - 



Beispiel 


Pflanze 


Besonderheiten 


Zugabe 


10 


Tradescantia 






11 


Wasserpfianze (Aquarium) 






12 


Buntnesse! 






! 13 


Christusdorn 






14 


Oleander 






15 


Benjaminfeige 


hoher Latexanteil 


XAD-2 


16 


Stapelte 







Bejsfijeje j 7-25: Isolieru nq von RNA aus Rffiterr 

[0049] Nach der oben angeget 
RNA aus folgenden Bluten isoliert; 



[0049] ot C nden^ a s Trt ebenen a " 9emeinen M ™ deS ^raktions-puffers aus Beispiel 1 
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Beispiel 


Pflanze 


1 7 


Usambaraveilschen 


18 


Gelber HahnenfuG 


19 


Mieder 


20 


Apfel 


21 


Rose (Kardinal) 


22 


Pelargonie 


23 


Cyclamen 


24 


Gerbera 


25 


Petunie 



» [0050] Keine Besonderheiten, Zugabe weiterer Stoffe nicht erforderHch. 
Beispjeje gfc33 Isa liSCUDg von RM A ^„ m rn- 

JSSIa ..^li 6 : 056 " an9egebenen «»gemeinen Vorschrift 



25 die RNA aus folgenden Baumen isoliert: 



wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 



30 



15 




Bejspiele 34-35- lso|i emna von RM^ D || 7rn . 

Z*SL N T . h ° ben an 9 e 9 ebenen allgemeinen Vorschrift 
die RNA aus folgenden Pilzen isoliert: 



wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 



Beispiel 


Pflanze 


34 


Phanerochaete chrysosporium 


35 


Lophodermium picea 
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Patentanspruche 

1 . RNA-lsolierungs-Kit umfassend einen Extraktionspuffer und wenigstens ein Adsorptionsmittel, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersub 
stanz, mindestens ein Tensid und gegeben entails Polyvinyl-pyrrolidon (PVP) oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP> 
und weltere ubliche Inhaltsstoffe wie Salze, Komplexbildner, Proteinases Mercaptoethanol, Polyamine und derqlei- 
chen enthalt und das Adsorptionsmittel in der Lage ist, Polysaccharide zu binden. 

2. RNA-lsolierungs-Kit gemaB Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel veresterbare funktionelle Gruppen umfaBt. 

3. RNA-lsolierungs-Kit gemaB Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel freie Borsauregruppen umfaBt. 

4. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel eine Siliciumdioxidmatrix umfaBt. 

5. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Puffersubstanz ein vom Tris(hydroxymethyl)aminomethan abgelertetes Salz 
insbesondere Tris-HCI, umfaBt. • 

6. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Tensid ein kationisches Tensid, Wugsweise ein quartares Ammoniumsalz 
und besonders bevorzugt CTAB ist. 

7. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Tensidgehalt im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzusammensetzunq 
bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 3 Gew.-% Hegt. 

8. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt an PVP oder PVPP im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzu- 
sammensetzung bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 (Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 2 Gew - 
% liegt. 

9. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer EDTA und/oder Spermidin enthalt. 

10. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer P-Mercaptoethanol enthalt. 

1 1 . Extraktionspuffer zur Isolierung von RNA, umfassend mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersub 
stanz, mindestens ein Tensid und gegeben <*hf alls Polyvinylpyrrolidon (PVP) oder Polyvinylpolypvirolidon fPVPP^ 
und weitere ubliche Inhaltsstoffe wie Salze, Komplexbildner, Proteinasen. Mercaptoethanol, Polyamine und der- 
gleichen. •* ' 

12. Extraktionspuffer gemaB Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Puffersubstanz ein vom Tris(hydroxymethyl)aminomethan abgeleitetes Salz 
insbesondere Tris-HCI, umfaBt. 

13. Extraktionspuffer gemaB Anspruch 1 1 oder 12, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Tensid ein kationisches Tensid, vorzugsweise ein quartares Ammoniumsalz 
und besonders bevorzugt CTAB ist. 

14. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 1 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Tensidgehalt im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzusammensetzuna 
bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 3 Gew.-% liegt. 

15. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 11 bis 14, 



a 
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dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt an PVP oder PVPP im Pv+r^*;~« « , 

16. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 1 1 bis 15, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer EDTA und/oder Spermidin enthalt. 

17. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 1 1 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer p-Mercaptoethanol enthalt 

18. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 11 bis 17, 

gekennzeichnet durch einen Gehalt von 40 mM Tris-HCI 3 % ptar o <v d\/dd c « ™-™ 

Spermidin und 2 % 0-Mercaptoethanol. ' 2 7 ° PVPR 50 mM ' 2 NaCI - 0-5 g/l 

19. Verfahren zur isolierung von Nukleinsauren aus biologischem Material, umfassend die Schritte: 

a) Mischen des biologischen Materials mit einem Extraktionspuffer gemaB einem der An™vh« 

b) Inkubieren der Mischung bei erhShter Temperatur Anspruche 1 1 be 1 8, 

c) Zugabe von LSsungsmittel bzw. -gemisch und mindestens einem Adsorptionsmittel aus dem RNA tank 
rungs-Kit gemaB einem der Anspruche 1 bis 10 H"«nsmrnei aus aem RNA-lsolie- 

cLTMe; n o e d n en erWaBri9en ^ ,S °" erUn9 * r M ™ Nukleinsauren nach Ob,,- 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, 

21. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, 

dadurch gekennzeichnet, daB es sich dem biologischen Material um pflanzliches Material handelt. 

22 " SZS^SSS^ AnSPr ° Che 11 WS 18 » ~ - RNA aus biologi- 

s^mCe^s^ - Anspriiche t bis 4 zur Isolierung von RNA aus biologi- 
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Abbi idling 1 



Abbildung 2 
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